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1^ (54) TlUe: CARTILAGINOUS CELL CULTURE MEDIUM AND THE USE THEREOF 

< 

^ (54) Bezelchnung: KNORPELZELL-KULTURMEDIUM UND VERWENDUNG DESSELBEN 
1-H 

(57) Abstract: The invention relates to a cartilaginous cell culture medium containing a base medium suitable for a primary human 
cell culture. The inventive medium culture comprises 0.5-50.0 ng/ml EGF, 0.5-50.0 ng/ml FGF, 0.1-10.0 ng/ml PDGF, 0.5-50.0 
S ng/ml IGF, 1.0-100.0 dexamethasone and 0.1-10.0 mM glutamine, possibly added with 0-15 % autogenous human serum. The use 
of the above defined cell culture medium for a cartilaginous cell culture (chondrocytes) is also disclosed. 

O (57) Zusanunenfassung: Knorpelzell-Kultunnedium, enthaltend ein ftir die Kultur von primaren human 2:ellen geeignetes Basis- 
^ medium, welches Kulturmedium zusStzlich enthalt: 0,5 - 50,0 ng/ml EGF, 0,5 - 50,0 ng/ml FGF, 0,1 - 10,0 ng/ml PDGF, 0.5 - 50,0 
Q ng/ml IGF, 1,0 - 100,0 ng/inl Dexamethason and 0,1 - 10,0 mM Glutamin, ggf. supplementiert mit 0-15 % autologem Humanserum. 
^ In einem zweiten Aspekt betrifft die Erfindung die Venvendung eines wie oben definierten Knorpelzell-Kulturmediums zur Ztich- 
tung von Knorpelzellen (Chondrozyten). 
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Knorpelzell-Kulturmedium und Verwendung desselben 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein fUr Knorpelzellen geeigaetes und vorzugsweise ftir 
Knorpelzellen selektives Kulturmedium. 

Hintergrund der Erfindung 

Die Knorpelzellen (Chondrozyten) sind Zellen, die jRir die Bildung von Knoipelgewebe 
vor allem in Gelenken verantwortlich sind. Verletzungen des Knorpels beispielsweise 
aufgnmd von Unfallen oder altersbedingte und/oder verschleiBbedingte Schaden des 
Knorpel fUhren meist zu einer erheblichen Beeintrachtigung der Beweglichkeit und zu 
Schmerzen beim BetroffaieiL 

Defekte von Knorpelgewebe lieBen dem Mediziner frOher nur die Wahl, das betroffene 
Gelerik ruhig zu stellen. Ln Rahmen der modemen Transplantationsmedizin koimen 
derartige Defekte heute haufig durch Transplantation entsprechenden Gewebematerials 
gelindert oder behoben werden. 

■Oblicherweise werden die Zellen bei einem derartigen Verfahren in eine dreidimensionale 
Tragerstruktur eingelagert, wobei die Form der Tragerstruktur meist der Form des spateren 
Implantates entspricht. Die US-Patente der Nr. 5 053 .050 und 5 736 372 bescbreiben Zu- 
sammensetzungen zur Reparatur von Knorpel oder Knochen, wobei Knorpel- oder Kno- 
chenzellen in eine biologiscb resorbiorbare Tragersubstanz eingebracht werden. Zur Stut- 
zung der Zellkultur kOnnen der NahrlSsung das Zellwachstum fBrdemde Substanzen, Adha- 
sionsfaktoren usw. zugesetzt werden. 
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Gelenkknorpelersatz bzw. Knorpeltransplantate, bestehend aus Tragermaterial (bspw. ei- 
nem resorbierbaren Vlies), biologischer Matrix (bspw. einem Gel) und autologen Zellen, 
insbesondere Chondrozyten, wird bzw. werden liblicherweise durch Anzucht der Chondro- 
zyten aus dem Biopsat in 3-D-Kultur fur ca. 7 Wochen in einem RPMI-Medium, Einbet- 
tung der Chondrozyten in die Matrix bspw, durch Einwalken sowie eine anschUeBende 2 - 
5-tagig6 Vorkultivierung im VUes erzeugt. Jedes fiir die Ztichtung der RnoipelzeUen ver- 
wendete Kulturmedium muss folgendes leisten: 

Ersten muss es auf die Knorpelzellen proliferationsfordemd wirken. Zweitens soUte es die 
Dedifferenzierung der Chondrozyten bin zu einem Fibroblastoiden Typus maglichst hin- 
auszogem. Da Dedifferenzierung and starke Poliferation meist eng zusammenhangen, muss 
ein geeigneter KompromiB zwischen wachstumsfordemden und die Differenzierung stabi- 
lisierenden Eigenschaften gefunden werden. SchlieBlich muss ein Kxilturmedium den 
chondrogenen Charakter der Knorpelzellen erhalten. 

Kommerziell fiir medizinische Zwecke wird derzeit Ublicherweise als Kulturmedium 
RPMI 1640 (enthaltend: Glucose, AminosSuren, Vitamine, Salze und Carbonat-Puffer) 
ggf. supplementiert rait Humanserum, meist 10 - 15 %, verwendet. Letzteres muss vom 
Spender gewonnen werden, wobei die Gewinnung fur diesen eine weitere Belastung 
darstellt. Die zu transplantierenden Zellen w^den in diesem Medium ublicherweise ca. 7 
Wochen bis zur gewunschten Zellzahl kultiviert. Nach dem Beimpfen auf den 
Transplantattrager mixssen die Zellen bis zur Transplantation noch 2-5 Tage im 
Differenzierungsmedium kultiviert werden. 

Fiir wissenschaftliche Zwecke verwendet man als Kulturmedium in der Regel ein mit FGS 
(meist 15 %) supplementiertes RPMI-Medium. Dies ist fur die medizinische Verwendung 
ausgeschlossen. 

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Knorpelzell-Kultuimedium 
bereitzustellen, welches die oben genannten Kriterien erftillt. Es ist weiterhin Aufgabe der 
vorliegenden Erfindung, ein Knorpelzell-Kulturmedium bereitzustellen, welches eine 
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Verkiirzung der Kulturzeiten bis zur Erzielimg der gewiinschten Zellzahl und/oder eine Ver- 
ringerung der Zeitspame bis zum Beimpfen des Traasplantattragers gestattet Eine Mini- 
mierung des Gehalts aa Humanserum vereinfacht die Logistik und stellt eine wesentliche 
Erleichterung fiir den Patienten dar. 

Zusammenfassung der Erfindung 

Die genannten Aufgaben werden erfindungsgemaB gel6st durch ein Knorpelzell- 
(Chondrozyten>Kulturniedinin, enthaltend ein fur die Kultur von primMren human Zellen 
geeignetes Basismedium, den zusatzlich folgende Wachstumsfaktoren zugesetzt werden: 0,5 
- 50,0 ng/ml EGF, 0,5 - 50,0 ng/ml FGF, 0,1 - 10,0 ng/ml PDGF, 0,5 - 50,0 ng/ml IGF, 
1,0 - 100,0 ng/ml Dexamethason and 0,1 - 10,0 mM Glutamin. Dieses kann, falls ge- 
wiinscht, mit 0 - 15 % Humanserum supplementiert werden. 

In einem zweiten Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung eines wie oben definierten 
Knorpelzell-Kulturmediums zur Ziichtung von Knorpelzellen. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung 

Fig.l zeigt in Form eines Balkendiagrammes die Zellzahl nach Stagiger Kultur in 
verschiedenen Rultunnedien, erhalten gemaB Beispiel 1 , 

Fig.2 zeigt die Zeit bis zum Erhalt einer gewiinschten Zellzahl am Vergleich dreier 
Biopsate in herkommlichem Medium (RPMI) imd einem erfindxmgsgemafien Medium, 

Genaue Beschreibung der Erfindung 

Wie oben beschrieben, betrifft die Erfindung ein spezielles, wie in den Anspnichen 
definiertes Knorpelzell-Kultunnedium. Dieses Knorpelzell-Kulturmedium enthalt 
vorzugsweise ausschlieBUch nach dem Deutschen Arzneimittelgesetz (AMG) sowie nach 
den good medical practice- (GMP)-Richtlinien der EU zur Verwendmig am Menschen zu- 
gelassene Substanzen. Die ans der Kultur gewoimenen Knorpelzellen (Chondrozyten) 
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kfinnen damit ohne Bedenken hinsichtlich des Rultunnedivims als Tiansplantat verwendet 
werden. 

Das erfindungsgemaBe Knorpelzell-Kulturmedium enthSlt ein fur die Kultur von primaren 
human Zellen geeignetes, vorzugsweise reichhaltiges Basismediiom, das zusatzlich ent- 
halt: 0,5 - 50,0 ng/ml EGF, 0,5 - 50,0 ng/ml FGF, 0,1 - 10,0 ng/inl PDGF, 0,5 - 50,0 ng/ml 
IGF, 1,0 - 100,0 ng/ml Dexamethason and 0,1 - 10,0 mM Glutamin. Vorzugsweise enthSlt 
das Knoipelzell-Kultunnedium zusatzUch 5,0 - 20,0 ng/ml EGF, 5,0 - 20,0 ng/ml FGF, 
1,0 - 6,0 ng/ml PDGF, 5,0 - 20,0 ng/ml IGF, 10,0 - 60,0 ng/ml Dexamethason and 1,0 -6,0 
mM Glutamin, noch starker bevorzugt 10,0 ng/ml EGF, 10,0 ng/ml FGF, 3,0 ng/ml 
PDGF, 10,0 ng/ml IGF, 40,0 ng/ml Dexamethason und 4,0 mM Glutamin. 

ErfmdungsgemaB kam grundsatzlich jedes bekannte und ftir die Kultivierung von prima- 
ren human Zellen geeignete Basismedium verwendet werden. Bevorzugt handelt es sich 
um ein relativ reichhaltiges Medium Ckein Mangebnedium). Das Basismedium kann jede 
geeignete Kohlenstoff- und/oder Stickstoffquelle verwenden. Vorzugsweise werden Koh- 
lenstoff- und Stickstoffquellen verwendet, die den Vorgaben des AMG und der 
GMP-Richtlinie entsprechen. Die Konzentrationen sind hiea: variabel und konnen vom 
Fachmann anhand von Routineversuchen bestimmt und optimiert werden. Das Medium 
weist weiterhin vorzugsweise einen Ca^*-Gehalt von nicht tiber 2,5 mM, vorzugsweise 
nicht tiber 1,8 mM auf. Bevorzugt liegt der Gehalt an Ca^* auBerdem nicht unter 0,4 mM, 
starker bevorzugt nicht unter 0,6 mM. 

Geeignete und fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung bevorzugte Medien sind aus- 
gewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Eagle's MEM, DMEM, MEM, KPMI und Op- 
tiPro. Bin besonders bevorzugtes Medium ist das Basalmedium OptiPro®, das von der 
Firma Lavitrogai, vertrieben wird. 
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Der erste Zusatz des erfindungsgemaBen KnoipelzeU-Kulturmediums ist ein EFG 
(Epidermal Growth Factor), in einer Menge von 0,5 bis 50,0 ng/ml, vorzugsweise 5,0 bis 
20,0 ng/ml, am meisten bevorzugt 10,0 ng/ml. Der EGF ist ein genereller 
Wachstumsfaktor ftir mesenchymale Zellen. Bevorzugt handelt es sich um re- 
kombinantes, noch starker bevorzugt rekombinantes human EGF (rh EGF). 

Der zweite Zusatz des erfindungsgemaBen Knorpelzell-Kulturmediums ist ein FGF, 
vorzugsweise der basic FGF (Fibroblast Growth Factor), in einer Menge von 0,5 bis 
50,0 ng,/ml, vorzugsweise 5,0 bis 20,0 ng/ml, am meisten bevorzugt 10,0 ng/ml. Der 
bFGF ist in vivo ein genereller Wachstumsfaktor fur mesodermale und neu- 
ro-ectodermale Zellen. In vitro schrankt der bFGF die Anspriiche an die Serumqualitat 
ein. Bevorzugt handelt es sich um einen rekombinanten, noch starker bevorzugt einen 
rekombinanten, hvunanen bFGF. 

Der dritte Zusatz des erfindungsgemaBen Knorpelzell-Kulturmediums ist der PDGF 
(Plathelet Derived Growth Factor) in einer Menge von 0,1 bis 10,0 ng/ml, vorzugs- 
weise 1,0 bis 6,0 ng/ml, am meisten bevorzugt 3,0 ng/ml. Unter den Oberbegriff 
PDGF failt ein ganzes Spektnim an verwandten Molekiilen, denen verschiedene Auf- 
gaben zukommen. U.a. fungieren die PDGF als Wachstumsfaktoren, bei der Wund- 
heilung und als Chemotaxisfaktoren. Bevorzugt verwendet man einen rekombinanten 
human PDGF (rh PDGF). Starker bevorzugt handelt es sich um BB-Homodimere. 

Der vierte Zusatz des erfindungsgemaBen Knorpelzell-Kulturmediums ist ein IGF, vor- 
zugsweise IGF-1 (Insulinlike Growth Factor), in einer Menge von 0,5 bis 50,0 ng/ml, 
vorzugsweise 5,0 bis 20,0 ng/ml, am meisten bevorzugt 10,0 ng/ml. Der Ausdruck IGF 
bezeichnet als Oberbegriff insbesondere dai IGF-1 und denIGF-2. Die IGF stellen 
Starke Wachstumsfaktoren u.a. ftir Knorpelzellen dar. Sie wirken zum Tell synergistisch 
mit anderCTi Wachstumsfaktoren. Bevorzugt verwendet man einen rekombinanten, star- 
ker bevorzugt rekombinanten human IGF (rh IGF). 
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Bei dem funften Zusatz des erfindungsgemSLBen Knorpelzell-Kultarmedixims handelt es 
sich um Dexamethason in einer Menge von 1,0 bis 100,0 ng/ml, vorzugsweise 10,0 bis 
60,0 ng/ml, am meisten bevorzugt 40,0 ng/ml. Dexamethason (9a-Fluor-16a- 
methylprednisolon) ist ein halbsynthetisches Glucocorticoid, welches die ACTH-Se- 
kretion beeinflusst. Dexamethason ist ein Differenzierungsfaktor fur Knorpelzellen. 

Bei dem sechsten Zusatz des erfindungsgemaBen Knorpelzell-Kulturaiediums handelt es 
sich um Glutamin in einer Menge von 0,1 bis 10,0 mM, vorzugsweise 1,0 bis 6,0 mM, am 
meisten bevorzugt etwa 4,0 mM. Glutamin ist eine der natiirlich voikommenden Aminosau- 
ren, die iiblicherweise als Stickstoffquelle dienen kann. 

Weiterhin kann, das erfindungsgemaiJe Mediirai mit Humanserum (HS), vorzugsweise 
. autologisch, in einer Menge von 0-15 %, vorzugsweise 0-10 %, am meisten bevorzugt 3- 
5 % (Gew/Vol) supplementiert sein, muss aber nicht. Das zeigt, dass das erfindungs- 
gemaJJe Kulturmedium eine vorteilhafte Verringerung dieses Zusatzes ermoglicht, der 
nach dem Stand der Technik bislang in hoheren Mengen erforderlich war. 

In einem zweiten Aspekt betriffl die vorliegende Erfindung die Verwendung des oben be- 
schriebenen Knorpelzell-Kultunnedimns zur Ztlchtung von Knorpelzellen, insbesdndere zu 
deren selektiver Zflchtung. Die Kulturbedingvmgen sind dem Fachmann bekannt und kQn- 
nen anhand von Routineexperimenten optimiert werden. 

Die Zuchtung der Knorpelzellen unter Verwendung des erfindungsgemaBen Mediums er- 
folgt ausgehend von Gewebebiopsien ernes Spenders und vorzugsweise des zu behan- 
dehiden Patienten selbst. Vorzugsweise sind die erhaltenen Knorpelzellen zur Reimplan- 
tation in den Menschen, insbesondere den Spender bestimmt. Sind Spender und Empfan- 
ger identisch, ist eine TransplantatabstoBung nicht zu befurchten, sofem nicht das Kultur- 
medium antigene Substanzen enthSlt. Letzteres entspricht nicht dem AMG und ist daher 
nicht erwunscht. 
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Bin libeiraschender und nicht zu erwartender Vorteil des erjBndungsgemaBen Mediums 
mit der erfindirngsgemaBen Zusatzkombination sind die hohen Vermehrungsraten der 
Knoipelzellen, im Beispiel mit nur 3 % humanem autologen Serum. In entsprechenden 
Vergleichsversuchen mit dem kommerziell verwendeten Medium RPMI, supplementiert 
mit Humanserum (10 % und 15 %), hat die Amnelderin gefunden, dass das erfibidungs- 
gemaBe Knorpelzell-Kulturaiedium hinsichtlich der Wachstumsraten verbesserte Ergeb- 
msse liefert. Konkret lasst sich die Zeit bis zum Beimpfen des Transplantattragers und 
anschliefiend bis zur Transplantation mit Hilfe des erfindungsgemafien Kulturmediums 
deutlich senken, Durch kOrzere Kultivierung und optimierte Faktoren sind die Zellen 
weniger dedifferenziert. Das chondrogene Potential und damit die Produktqualitat ist 
somit erhoht. GemaB der bevorzugten Ausfuhrungsform kann beispielsweise diese Zeit 
um das 3,5-fache verkur?;t werden. 

Beispiele 

Beispiel 1 

In einem ersten Beispiel wurden je 0,1 Mio. Zellen eines Biopsats, d^h, identischen Ur- 
sprungs, in funf verschiedenen Medien kultiviert xmd die Zellzahl nach 8 Tagen in Kultur 
bestimmt. Die Kultur erfolgte bei BT'^C in Zellkulturflaschen. Verwendet wurde als Ver- 
gleich RPMI, supplementiert mit 15 % Humanserum (HS) als das bisherige Knorpelme- 
diimi sowie das Medium OptiPro der Fa, Invitrogen und Wachstumszusatze, supplemen- 
tiert mit 3 %HS: 


Tabelle 1: Verwendete AVachstumszusatze (BTT Faktormix) 


Zusatz 

Menge 

EGF: 

lOng/ml 

FGF: 

lOng/ml 

PDGF: 

3ng^ 

IGF: 

10 ng/ml 

Dexamethason: 

40ng/ml 

Glutamin 

4inM 
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Tabelle 2: Verwendete Medien 


Basismedium 

Humanserum (%) 

BTT Faktormix 

RPMI 

3 

+ 

RPMI (Vergl.) 

15 


OptiPro® 

3 

+ 

OptiPro© 


+ 

OptiPro® (Vergl.) 

3 



Zum direkten Vergleich wiirden parallele Zellkulturen aus Biopsaten derselben Testper- 
sonen mit den in Tabelle 2 genannten Medien etabUert und nach gSngigen Verfahren ge- 
fiihrt. Irh Ergebnis entspricht das Wachstum tind die Morphologie von etablierten Knor- 
pelzell-Kultviren mit dem erfindungsgemaBen Medium etwa denjenigen des supplemen- 
tierten RPMI-Mediums. 

Allerdings bietet das erfindimgsgemaBe Medium Vorteile bei der Etablierung der Kultur, 
dahingehend, dass die Zellausbeute bei geringerer Supplementierung mit HS durch- 
schnittlich 2,5 bis 10-mal hoher liegt. Die Ergebnisse sind in Fig. 1 gezeigt. 

Gleichzeitig iSsst sich dadurch die Kulturdauer und Zahl der erforderlichen Passagienmgen 
bis zum Erhalt der zum Beimpfen des Transplantats erforderlichen Zellzahl senken. Insge- 
samt kann damit die Transplantation firuher und mit besserer Zellqualitat erfolgen. 

Beispiel 2: 

In einem zweiten Versucli wurden Biopsate dreier Spender jeweils in erfindungsgemaBem 
Medium (Nr,3 oben; OptiPro® mit 3% HS und Zusatzen) bzw. RPMI (10% HS) kultiviert 
und die Dauer bis zum Erhalt der erforderhchen Zellzahl in der Kultur, ausgehend von i- 
dentischen Okulaten, bestimmt. Die Ergebnisse sind in Fig. 2 gezeigt. 

Aus Fig. 2 ist ersichtlich, dass sich durch Kultivieren im erfindungsgemaBen Medium die 
Zeit bis zum Erhalt einer Zellzahl von 60 Mio. Zellen in Abhangigkeit vom Alter des 
Spenders deutlich (ca. um das 3-fache) verkiirzen lasst. 
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Patentansprfiche 


1 . Knoipelzell-Kulturmedium, enthaltend ein fiir die Kultur von primSren human 
Zellen geeignetes Basismedium und zusatzlich: 0,5 - 50,0 ng/ml BGF, 0,5 - 50,0 
ng/ml FGF, 0,1 -10,0 ng/ml PDGF, 0,5 - 50,0 ng/ml IGF, 1,0 -100,0 ng/ml 
Dexamethason \md 0,1 - 10,0 mM Glutamin. 

2. Knorpelzell-Kultuxmedium nach Anspmch 1, enthaltend: 5,0 - 20,0 ng/ml EGF,-5,0 
. 20,0 ng/ml FGF, 1,0 - 6,0 ng/ml PDGF, 5,0 - 20,0 ng/ml IGF, 10,0 - 60,0 ng/ml 
Dexamethason nnd 1,0 - 6,0 mM Glutamin. 

3. Knorpelzell-Kulturaiedium nach Ansprach 1, enthaltend: 10,0 ng/ml EGF, 10,0 
ng/ml FGF, 3,0 ng/ml PDGF, 10,0 ng/ml IGF, 40,0 ng/ml Dexamethason und 4,0 
mM Glutaiiiin. 

4. Knotpelzell-Kultumiedium nach einem der vorstehenden Anspniche, zusatzhch 
enthaltend bis zu 15 % (w/v) Humanserum. 

5. Knorpelzell-Kultumiedium nach Anspmch 4, zusatzlich enthaltend 3 bis 5 % (w/v) 
Humanserum. 

6. Knorpelzell-Kultmmedium nach einem der vorstehenden Anspriiche, in dem das 
Basismedium ausgewShlt ist aus der Gmppe, bestehend aus Eagle's MEM, DMEM, 
RPMI, MEM und OptiPro®. 


7. 


Verwendung eines Knorpelzell-Kultumiediums gemafi einem der vorstehenden 
Anspriiche zur Zilchtung von Knorpelzellen. 
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8. Verwendung nach Anspmch 7, worin die Ziichtimg a 
Gewebebiopsien eines Patienten erfolgt. 

9. Verwendimg nach Anspruch 7 oder 8, worin die Knorpelzellen zur Reimplantation 
in den Menschen bestinunt sind. 

10. Knoipelzellsuspension in einem Medium gemaB einem der Anspriiche 1 bis 6. 
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